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PENGARUH FORMULASI BAHAN EDIBLE DAN KONSENTRASI ESSENTIAL OIL CITRUS TERHADAP KARAKTERISTIK EDIBLE FILM BERBASIS NATA







Besides being known as a food ingredient, nata de coco is also a biopolymer that can be used as an environmentally friendly material because it is easily biodegradable. To create a material that can be consumed and safe and environmentally friendly, the edible film is an alternative packaging material in the food industry. The purpose of this study is as diversification of primary packaging materials nata de coco which have biodegradable properties that are safe to be consumed / eaten and to obtain edible film formulation and concentration of the best lemon oil to produce a good edible film characteristics.
This study consisted of preliminary research and primary research. The preliminary study aims to determine the type of citrus essential oil that will be used from essential oils of lime, lemon and sweet orange. The main research aims to determine the edible film formulation and concentration citrus essential oil that has been elected by the addition of different variations of different concentrations (40%; 50%; 60%). Response of primary research include the physical response that consists of tensile strength, elongation, Water Solubility, and the water vapor transmission rate (WVTR), microbiological response with antimicrobial testing and chemical response to the moisture content test.
The results showed that the type of essential oil with antimicrobial test method using the disc selected essential oils are lemon oil. Edible film formulation effect on tensile strength, elongation, water vapor transmission rate WVTR, and water content of edible film, but does not affect the water solubility and antimicrobial edible films. Lemon oil concentration affects the water vapor transmission rate (WVTR), moisture content and antimicrobial edible films but does not affect the tensile strength, elongation and water solubility edible film. Interaction edible film formulation and lemon oil concentration affects the water content of the edible film but does not affect the water solubility, water vapor transmission rate (WVTR), and antimicrobial edible films.







Nata de coco adalah bioselulosa yang dihasilkan dari proses fermentasi air kelapa dalam kondisi aerob dengan bantuan bakteri asam asetat yaitu Acetobacter xylinum. Nata de coco dibentuk oleh spesies bakteri asam asetat pada permukaan cairan yang mengandung gula, sari buah, atau ekstrak tanaman lain (Lapuz et al., 1967).
Menurut Krystinowichz dan Bielecki (2001) bioselulosa mempunyai beberapa keunggulan, antara lain kemurnian tinggi, derajat kristalinitas tinggi, mempunyai kerapatan antara 300 dan 900 kg/m3, kekuatan tarik tinggi, elastis, dan terbiodegradasi.
Selain dikenal sebagai bahan makanan, nata de coco juga merupakan suatu biopolimer yang dapat dikembangkan sebagai material yang ramah lingkungan karena sifatnya yang mudah dibiodegradasi. Untuk membuat material yang dapat dikonsumsi dan aman serta ramah lingkungan, edible film merupakan alternatif bahan pengemas dalam industri makanan. 
Kemampuan nata de coco sebagai lapisan tipis (edible film) membuat produk olahan semi basah selain dikonsumsi langsung dapat juga digunakan sebagai pelapis atau pengemas utama (edible packaging) pada beberapa jenis buah-buahan, sayuran segar ataupun pada produk pangan hasil olahan seperti permen karamel, permen susu, dodol, dan sebagainya. Pelapis ini digunakan dalam bentuk cair/edible coating maupun dalam bentuk lembaran/edible film. (Lapuz et al., 1967).
Edible film adalah suatu lapisan yang terbuat dari bahan-bahan yang dapat dikonsumsi dan dibentuk di atas komponen makanan (coating) atau diletakkan diantara komponen makanan (film) yang berfungsi sebagai penghalang transfer massa seperti kelembaban, oksigen, lipid, dan zat terlarut, dan atau sebagai pembawa bahan makanan aditif, serta meningkatkan kemudahan penanganan makanan (Krochta, 1992).
Komponen utama penyusun edible coating maupun edible film dapat dikelompokkan ke dalam tiga kategori yaitu hidrokoloid, lipid, dan komposit (campuran). Hidrokoloid yang dapat digunakan untuk edible adalah protein (gelatin dan kasein) dan karbohidrat (Donhowe, 1994). 
Edible film dalam perkembangannya dapat menggunakan zat antimikroba, perasa atau pewarna dengan menambahkan dalam formulanya. Edible film yang bersifat antimikroba berpotensi dapat mencegah kontam inasi patogen pada berbagai bahan pangan yang memiliki jaringan (dagi ng,buah-buahan,sayuran). Kombinasi antimikroba dengan pengemas film untuk mengendalikan pertumbuhan mikroba pada makanan dapat memperpanjang masa simpan dan memperbaiki mutu pangan (Quintavalla, 2002).
Maksud dari penelitian ini adalah untuk meneliti pengaruh dari formulasi dan konsentrasi essential oil citrus terhadap karakteristik edibe film. 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui interaksi antara formulasi dan konsentrasi essential oil citrus terbaik serta untuk menentukan sifat karakteristik dari edible film dengan formulasi yang berbeda dan konsentrasi dari essential oil citrus.
 
BAHAN DAN METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bubur nata de coco, gliserol (Merck KGaA), Carboxy Methyl Celulose (Himedia) yang diperoleh dari Loka Penelitian Teknologi Bersih (LPTB), Loka Penelitian Teknologi Bersih (LPTB), Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Bandung, serta essential oil citrus (lime oil, lemon oil, dan sweet orange oil) yang produksi Lansida dari Yogyakarta.
Bahan-bahan yang digunakan dalam analisis mikrobiologi adalah biakan murni bakteri (Escherichia coli dan Staphylococcus aureus), Nutrient Broth (NB), dan Mueler Hinton Agar (MHA), kertas cakram, etanol pa. Alat yang digunakan dalam proses penelitian ini antara lain : hot plate stirrer, magnetic stirrer, gelas kimia, gelas ukur 100 ml, batang pengaduk, botol timbang, timbangan analitik, pompa vaccum, alat pencetak/tray, oven.  Alat yang digunakan dalam analisis sifat mekanis adalah Universal Testing Machine (Tensile Tester) Merk Orientec dengan metode standart ISO 527-1993E, mikrometer digital Merk Mitutoyo dengan ketelitian 0,01 mm, dumbbell cutter dengan bentuk sesuai ISO 527-2 tipe 5A.  Alat yang digunakan dalam analisis mikrobiologi adalah cawan petri, pinset, tabung vial, erlenmeyer, jarum ose, bunsen.  Alat yang digunakan dalam analisis kimia adalah cawan, oven, desikator, timbangan analitik
Metode Penelitian
Metode penelitian yang dilakukan terdiri dari dua tahap, yaitu penelitian pendahuluan dan penelitian utama.
Penelitian pendahuluan bertujuan untuk menentukan jenis essential oil citrus yang akan digunakan dari essential oil jeruk nipis, jeruk lemon, dan jeruk manis. Jenis-jenis essential oil citrus tersebut dicampur dengan formulasi bahan edible film. Selanjutnya dilakukan analisis terhadap uji antimikroba.
Penelitian utama ini merupakan lanjutan dari penelitian pendahuluan dimana penelitian utama bertujuan untuk menentukan formulasi bahan edible film dan konsentrasi essential oil citrus yang telah terpilih dengan penambahan variasi konsentrasi (40% ; 50% ; 60%). Selanjutnya dilakukan analisis sifat mekanis, analisis kimia dan analisis mikrobiologi.
Rancangan perlakuan ini terdiri dari 2 faktor yaitu formulasi bahan edible film (F) dan konsentrasi essential oil citrus (E) dengan taraf sebagai berikut :
a.	Formulasi bahan edible film (F)
f1 : Bubur nata + CMC + essential oil citrus terpilih (Kontrol)
f2 : Bubur nata + CMC + gliserol 20% + essential oil citrus terpilih
f3 : Bubur nata + CMC + gliserol 30% + essential oil citrus terpilih
b.	Konsentrasi essential oil citrus terpilih (E)
e1 : 40% 
e2 : 50% 
e3 : 60% 
Rancangan yang akan digunakan pada penelitian ini adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan pola faktorial 3 x 3 dengan ulangan sebanyak 3 kali untuk setiap kombinasi perlakuan sehingga diperoleh 27 plot percobaan.
Model percobaan untuk penelitian ini adalah sebagai berikut :
Yijk = µ + Fi + Ej + (FK)ij + Kk + εijk 

Keterangan : 
i=1,2 (banyaknya formulasi bahan edible film (f1, f2, f3))
j=1,2,3(banyaknya variasi konsentrasi essential oil (e1, e2, e3))
k= 1,2,3,4 ( banyaknya ulangan )
Yijk=Hasil pengamatan untuk faktor F taraf ke i, faktor E taraf ke j pada kelompok ke k
µ= Nilai tengah umum
Fi= Pengaruh faktor F pada taraf ke i
Ej= Pengaruh faktor E pada taraf ke j
(FE)ij=Pengaruh interaksi FE pada taraf ke i (dari faktor F) dan taraf ke- j (dari faktor E)
Kk= Pengaruh kelompok ke k
εijk= Pengaruh acak (galat percobaan) pada taraf ke i (faktor F) taraf  ke j (faktor E) dan interaksi FE yang ke i dan ke j.




Proses pencampuran dilakukan dengan cara mencampurkan bubur nata, CMC 30%, gliserol 30%, dan jenis essential oil citrus yang akan digunakan terdiri dari essential oil jeruk nipis, jeruk lemon, dan jeruk manis. Pencampuran dilakukan di atas hot plate stirrer dengan suhu 60°C. 
2.	Penghilangan gelembung
Penghilangan gelembung dimaksudkan untuk menghindari gelembung pada saat pencetakan. Penghilangan gelembung dilakukan dengan menggunakan pompa vaccum. Lalu setelah penghilangan gelembung dilakukan pendinginan kembali dengan cara didiamkan di ruangan. 
3.	Pencetakan
Pencetakan dilakukan dengan cara menuangkan bubur nata yang telah dicampur ke dalam tray. 
4.	Pengeringan 
Pengeringan dilakukan dengan menggunakan alat oven selama 12 jam dengan suhu 40°C. Pengeringan dimaksudkan untuk mengeringkan edible film tanpa merusak produk akibat proses pemanasan.
5.	Analisis
Analisis yang dilakukan yaitu antibakteri yang menggunakan metode cakram.
Penelitian Utama
1.	Pencampuran
Proses pencampuran dilakukan dengan cara mencampurkan tiga formulasi bahan edible film dengan penambahan variasi konsentrasi dari essential oil citrus terpilih (40%, 50%, 60%). Pencampuran dilakukan di atas hot plate stirrer dengan suhu 60°C.
2.	Penghilangan gelembung
Penghilangan gelembung dilakukan untuk menghindari gelembung pada saat pencetakan, penghilangan gelembung dilakukan dengan menggunakan pompa vaccum. Lalu setelah penghilangan gelembung dilakukan pendinginan kembali dengan cara didiamkan di ruangan. 
3.	Pencetakan
Pencetakan dilakukan dengan cara menuangkan bubur nata yang telah dicampur ke dalam tray.
4.	Pengeringan 
Pengeringan dilakukan dengan menggunakan alat oven selama 12 jam dengan suhu 40°C. 
5.	Analisis
		Analisis yang dilakukan yaitu analisis sifat mekanis, analisis kimia, dan analisis mikrobiologi untuk mengetahui karakteristik dari edible film.

Gambar 3. Diagram Alir Penentuan Jenis Essential Oil Citrus Pada Penelitian Pendahuluan
Gambar 4. Diagram Alir Penentuan 3 Formlasi Bahan Edible dan Konsentrasi Essential Oil Citrus Terpilih Pada Penelitian Utama

HASIL  DAN  PEMBAHASAN
Hasil Penelitian Pendahuluan
Penelitian pendahuluan bertujuan untuk mendapatkan jenis essential oil terbaik yang dilihat dari adanya daerah bening pada sampel. Sampel A (Edible film + lime oil 50%), sampel B (Edible film + lemon oil 50%) dan sampel C (Edible film + sweet orange oil 50%) .
Berdasarkan pengujian antimikroba diperoleh bahwa sampel edible film terhadap bakteri uji Escherichia coli dan Staphylococcus aureus didapatkan bahwa edible film lime oil, lemon oil, dan sweet orange oil dengan konsentrasi masing-masing 50% mempunyai aktivitas antibakteri terhadap semua bakteri uji dengan terbentuknya zona hambat. Hasil analisis antimikroba dapat dilihat pada tabel 4.


Tabel 4. Hasil Uji Antimikroba Metode Cakram pada Edible Film
Zona hambat	Escherichia coli	Staphylococcus aureus
Sampel A (Edible film + lime oil)	0,4 cm	0 cm
Sampel B (Edible film + lemon oil)	0,9 cm	1,2 cm
Sampel C (Edible film + sweet orange oil)	0,1 cm	0,3 cm
Berdasarkan tabel 4, sampel B (Edible fillm + lemon oil 50%) memiliki diameter yang lebih luas dibandingkan dengan sampel A (Edible film + lime oil 50%) dan  sampel C (Edible film + sweet orange oil 50%). Aktivitas antibakteri tersebut disebabkan karena adanya senyawa yang dapat menghambat atau membunuh pertumbuhan bakteri. Komposisi senyawa yang terkandung di dalam lime oil, lemon oil, dan sweet orange oil meliputi senyawa terpen teroksigenasi, monoterpen asiklik, monoterpen siklik dan monoterpen bisiklik.





Gambar 5. Hasil Pengujian Antimikroba pada Penelitian Pendahuluan
Keterangan :
A : Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30% + lime oil 50%
B : Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30% + Lemon oil 50%
C : Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30% + sweet orange oil 50%

Hasil Penelitian Utama
Perlakuan yang dilakukan pada penelitian utama yaitu dengan menggunakan tiga taraf formulasi bahan edible film dan konsentrasi lemon oil. Formulasi bahan edible film yaitu formulasi 1 (Bubur nata + CMC 30%), formulasi 2 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 20%), dan formulasi 3 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30%), sedangkan konsentrasi lemon oil yaitu 40%, 50%, dan 60%.
	Penelitian utama meliputi respon fisik, kimia dan mikrobiologi terhadap edible film yang telah ditambahkan lemon oil dengan formulasi dan konsentrasi lemon oil yang berbeda.   
4.2.1 Respon Fisik Mekanik
4.2.1.1 Kuat Tarik (Tensile Strength)
Kuat tarik adalah gaya tarik maksimum yang dapat dicapai sampai edible film tetap bertahan sebelum putus/sobek. Parameter ini menggambarkan gaya maksimum yang terjadi pada edible film selama pengukuran berlangsung. Kuat tarik menentukan kekuatan dari edible film. Semakin besar kekuatan tarik maka edible film semakin baik dalam menahan kerusakan mekanis. Hasil pengukuran ini berhubungan erat dengan jumlah plasticizer, dimana plasticizer yang diberikan lebih tinggi dari jumlah tertentu akan menghasilkan edible film dengan kuat tarik yang lebih rendah (Lai, et al. 1997). Hasil analisis kuat tarik (tensile strength) dapat dilihat pada tabel 5.
Tabel 5. Hasil Uji Kuat Tarik (Tensile Strength) pada Edible Film










Berdasarkan perhitungan analisis variasi (ANAVA), menunjukkan bahwa formulasi bahan edible film berpengaruh nyata terhadap sifat mekanis edible film khususnya kuat tarik edible film. Hasil uji lanjut dapat dilihat pada tabel 6.
Tabel 6. Pengaruh Formulasi Bahan Edible Film Terhadap Kuat Tarik Edible Film
Perlakuan	Tensile strength (MPa)
f1 (Bubur nata + CMC 30%)	3,14 b
f2 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 20%)	2,17 a
f3 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30%)	1,82 a
Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan
Berdasarkan tabel 6 pengaruh formulasi bahan edible film, menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi gliserol yang ditambahkan maka semakin menurunkan nilai kuat tarik/tensile strength pada edible film, hal ini disebabkan karena gliserol memiliki berat molekul rendah yaitu 92,09 sehingga mudah masuk ke dalam rantai polimer dan meningkatkan fleksibilitas edible film kemudian menurunkan gaya intermolekuler sepanjang rantai polimernya yang menyebabkan peningkatan ruang molekul polimer (Rodriguez et al, 2006). Selain itu, gliserol dapat mengurangi ikatan hidrogen internal pada ikatan intermolekular sehingga dapat menurunkan kuat tarik dari edible film yang dihasilkan (Liebermen dan Gilbert, 1973)
Penambahan konsentrasi gliserol yang semakin tinggi juga dapat mengurangi gaya intermolekuler sehingga dapat meningkatkan ruang molekuler dan mobilitas dari rantai biopolimer. Peningkatan konsentrasi gliserol akan menghasilkan pengurangan interaksi intermolekuler dan peningkatan pergerakan dari rantai polimer, sehingga kuat tarik akan turun (Chen, L. 2008). 
Kekuatan antar molekul pada edible film yang semakin menurun mengakibatkan edible film tidak elastis. Menyebabkan kuat tarik yang dihasilkan akan semakin menurun (Harris, 1999).
4.2.1.2 Pemanjangan/Elongasi
Pemanjangan/elongasi merupakan perubahan panjang maksimum pada saat terjadi peregangan hingga sampel edible film terputus. Pada umumnya keberadaan plasticizer dalam proporsi lebih besar akan membuat nilai persen pemanjangan suatu edible film meningkat lebih besar (Lai, et al. 1997). Hasil analisis pemanjangan/elongasi dapat dilihat pada tabel 7.
Tabel 7. Hasil Uji Pemanjangan/Elongasi pada Edible Film










Berdasarkan perhitungan analisis variasi (ANAVA), menunjukkan bahwa formulasi bahan edible film berpengaruh nyata terhadap pemanjangan atau elongasi edible film. Hasil analisis uji lanjut dapat dilihat pada tabel 8. 
Tabel 8. Pengaruh Formulasi Bahan Edible Film Terhadap Pemanjangan/Elongasi Edible Film
Perlakuan	Elongation at break (%Gl)
f1 (Bubur nata + CMC 30%)	9,46 a
f2 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 20%)	21,42 b
f3 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30%)	27,13 c
Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan
Berdasarkan tabel 8 pengaruh formulasi bahan edible film, menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi gliserol yang ditambahkan maka semakin tinggi nilai pemanjangan atau elongasi pada edible film, hal ini disebabkan karena konsentrasi gliserol yang meningkat dapat meningkatkan peregangan ruang intermolekul struktur matriks edible film dan meningkatkan fleksibilitas, menurunkan jumlah ikatan hidrogen sehingga mengurangi kekakuan dari edible film. Perlakuan konsentrasi gliserol yang semakin meningkat juga mengakibatkan kemuluran dari edible film semakin meningkat, selain itu penambahan plasticizer sangat penting untuk mengatasi kekakuan film dan meningkatkan fleksibilitas. Sedangkaan Edible film yang dibuat tanpa penambahan plasticizer akan menjadi kaku selama penanganan (Huri dan Nisa, 2014). Sedangkan adanya penambahan essential oil citrus dengan konsentrasi yang berbeda-beda tidak berpengaruh terhadap nilai elongasi dari edible film. 
Penambahan gliserol dapat menyebabkan menurunnya gaya intermolekular sepanjang rantai polimer sehingga meningkatkan fleksibilitas (Khwaldia, 2004). Hal ini terlihat dari data analisis yang didapatkan bahwa penambahan gliserol dari 20 % sampai 30 % mengakibatkan nilai elongasi pada edible film semakin meningkat.
Pada umumnya penambahan gliserol pada pati dapat menyebabkan menurunnya ikatan hidrogen antara polimer pati dengan plasticizer yang menggantikan ikatan hidrogen antara polimer pati selama pembentukan biopolimer film (Bourtoom, T. 2007). Berdasarkan kemampuannya gliserol untuk mengurangi ikatan hidrogen internal dengan meningkatkan ruang kosong antar molekul, sehingga menurunkan kekakuan dan meningkatkan fleksibilitas film. Ruang kosong antar molekul tersebut diisi oleh plasticizer sehingga keberadaan plasticizer akan menurunkan tegangan interaksi antar molekul pati (Krochta, 1994).

4.2.1.3 Kelarutan air (Water solubility)
Kelarutan air merupakan salah satu sifat fisik edible film yang menunjukkan persentase berat kering terlarut setelah dicelupkan dalam air selama 24 jam (Gontard et al, 1993). Kelarutan air pada edible film merupakan faktor penting yang menentukan biodegradabilitas edible film apabila digunakan sebagai pengemas. Hasil analisis kadar water solubility dapat dilihat pada tabel 9. 
Tabel 9. Hasil Analisis Kadar Water Solubility Edible Film










Berdasarkan perhitungan analisis variasi (ANAVA), menunjukkan bahwa formulasi bahan edible film, konsentrasi lemon oil, serta interaksi keduanya tidak berpengaruh nyata terhadap water solubility edible film. hal ini menunjukkan bahwa setiap perlakuan pada sampel edible film memiliki nilai kelarutan dalam air yang tinggi. Kelarutan yang lebih tinggi akan menunjukkan ketahanan air yang lebih rendah (Laohakunjit, et al. 2004). 
Nilai kelarutan air pada edible film berhubungan dengan jumlah gliserol yang ditambahkan. Hal ini disebabkan karena gliserol bersifat hidrofilik, sehingga semakin tinggi konsentrasi gliserol akan menyebabkan kelarutan edible film meningkat
Berdasarkan hasil analisis menunjukkan bahwa formulasi yang menggunakan gliserol sebagai plasticizer memiliki persen kelarutan air lebih tinggi dibandingkan dengan formulasi yang tidak menggunakan gliserol. Di samping itu, penggabungan gliserol menjadi edible film juga meningkatkan kelarutan air edible film karena sifat hidrofilik yang menyebabkan sangat berinteraksi dengan air dan mudah masuk ke dalam jaringan ikatan hidrogen sehingga nilai kelarutan dalam air akan meningkat (Laohakunjit, et al. 2004).
Penambahan essential oil ke dalam edible film tidak berpengaruh terhadap kelarutan air atau water solubility edible film, hal ini disebabkan karena essential oil dapat mengganggu susunan rantai polimer dan ikatan hidrogen (Maizura, 2008).
4.2.1.4 Water Vapour Transmission Rate (WVTR)
Water Vapour Transmission Rate (WVTR) atau laju transmisi uap air merupakan besarnya laju aliran uap air yang melewati suatu unit area pada waktu tertentu dan pada kondisi tertentu. Pengukuran nilai WVTR suatu bahan merupakan faktor penting dalam menilai permeabilitas bahan kemasan terhadap uap air. Laju transmisi uap air suatu bahan dipengaruhi oleh sifat kimia dan struktur bahan pembentuk, konsentrasi platicizer dan kondisi lingkungan seperti kelembaban dan temperatur (Mc hugh dan Krochta, 1994). Hasil analisis WVTR dapat dilihat pada tabel 10. 











Berdasarkan tabel ANAVA, menunjukkan bahwa formulasi bahan edible film dan konsentrasi lemon oil berpengaruh nyata terhadap  WVTR edible film. Hasil uji lanjut terhadap WVTR edible film dapat dilihat pada tabel 11 dan tabel 12.
Tabel 11. Pengaruh Formulasi Bahan Edible Film Terhadap WVTR Edible Film
Perlakuan	WVTR (g/mm2.h.kPa)
f1 (Bubur nata + CMC 30%)	0,000049 a
f2 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 20%)	0,000051 a
f3 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30%)	0,000080 a
Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan





Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan
Berdasarkan hasil uji lanjut pada tabel 11, menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi gliserol yang ditambahkan maka laju transmisi uap air akan meningkat, hal ini disebabkan karena kerapatan molekul berkurang sehingga terbentuk ruang bebas pada matrik film yang memudahkan difusi gas dan uap air (Donhowe and fennema, 1994).
Laju transmisi uap air/WVTR berhubungan dengan gliserol yang memiliki sifat hidrofilik yang menyebabkan peningkatan laju transmisi uap air. Menurut Mc Hugh et al., 1994 menyatakan bahwa gliserol memiliki kemampuan yang tinggi dalam mengikat air sehingga menghasilkan nilai laju transmisi uap air yang tinggi. Plasticizer gliserol juga akan menyebabkan penurunan ikatan hidrogen internal dan peningkatan jarak intermolekuler yang menyebabkan peningkatan permeabilitas edible film. Selain itu, penurunan interaksi intermolekul dan peningkatan molekul akan memudahkan perpindahan molekul uap air. 
Edible film dengan plasticizer gliserol memiliki nilai permeabilitas atau uap air yang rendah. Hal ini disebabkan karena gliserol memiliki ukuran molekul yang kecil sehingga akan memperkecil volume bebas antar rantai polimer sehingga mempermudah transfer molekul air. Gliserol dengan ukuran molekul yang kecil akan masuk ke dalam jaringan film sehingga ruang dan kesempatan air teradsorpsi lebih banyak sehingga akan mempercepat transfer uap air ke dalam film (McHugh dan Krochta, 1994).
Laju transmisi uap air suatu bahan dipengaruhi oleh sifat kimia dan struktur bahan pembentuk, konsentrasi plasticizer dan kondisi lingkungan seperti kelembaban dan temperature (Mc Hugh dan Krochta, 1994). 
Berdasarkan hasil uji lanjut pada tabel 12, menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi lemon oil yang ditambahkan maka laju transmisi uap air akan menurun, hal ini disebabkan karena sifat laju transmisi uap air/WVTR tidak terlalu berpengaruh dengan adanya penggabungan lemon oil, hal ini karena lemon oil sebagian besar terdiri dari senyawa terpene dan senyawa yang bukan lipid. Hernandez (1994) menunjukkan bahwa transfer uap air umumnya terjadi melalui senyawa yang bersifat hidrofilik. 
Rojas-Grau et al 2006, menemukan bahwa permeabilitas uap air menurun ketika jumlah senyawa hidrofobik meningkat dalam edible film, efek ini menjadi lebih menonjol ketika lemon oil ditambahkan dalam komposisi film. Transfer air uap umumnya terjadi melalui bagian hidrofilik film. Dengan demikian, uap air permeabilitas tergantung pada jumlah hidrofilik-hidrofobik dari komponen Film [30]. 
4.2.2 Respon kimia
Respon kimia yang dilakukan yaitu analisis kadar air. Kadar air merupakan banyaknya air yang terkandung dalam bahan yang dinyatakan dalam persen. Kadar air juga salah satu karakteristik yang sangat penting pada bahan pangan, karena air dapat mempengaruhi penampakan, tekstur, dan cita rasa pada bahan pangan. Kadar air dalam bahan pangan ikut menentukan kesegaran dan daya awet bahan pangan tersebut, kadar air yang tinggi mengakibatkan mudahnya bakteri, kapang, dan khamir untuk berkembang biak, sehingga akan terjadi perubahan pada bahan pangan. Air merupakan komponen dalam bahan makanan karena air dapat mempengaruhi penampakan, tekstur, serta cita rasa makanan. Bahkan dalam bahan makanan yang kering sekalipun (Winarno, 1992). Hasil analisis kadar air dapat dilihat pada tabel 13. 











Berdasarkan tabel ANAVA, menunjukkan bahwa formulasi bahan edible film, konsentrasi lemon oil serta interaksi keduanya berpengaruh nyata terhadap kadar air edible film. Hasil uji lanjut terhadap kadar air edible film dapat dilihat pada Tabel 14, tabel 15, dan tabel 16. 
Tabel 14. Pengaruh Formulasi Bahan Edible Film Terhadap Kadar Air Edible Film
Perlakuan	Kadar air (%)
f1 (Bubur nata + CMC 30%)	8,35 a
f2 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 20%)	16,02 b
f3 (Bubur nata + CMC 30% + gliserol 30%)	19,04 b
Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan





Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan
Tabel 16. Interaksi formulasi bahan edible film dan konsentrasi lemon oil Terhadap Kadar Air Edible Film
Formulasi bahan edible film (f)	Konsentrasi lemon oil (e)
	e1	e2	e3
f1	                         A15,2a	                           A44,2b	                           A15,8a
f2	                          B56,7b	                          A43,4a	                           B44,1a
f3	                          C69,3c	                           B59,3b	                           B42,6a
Keterangan: Huruf kecil dibaca horizontal dan huruf besar dibaca vertikal, huruf yang berbeda menyatakan perbedaan yang nyata pada taraf 5% pada uji Duncan. 
Berdasarkan tabel 16 diketahui bahwa pada formulasi bahan edible film formulasi 1 (f1) pada konsentrasi lemon oil 40% (e1) berbeda nyata dengan konsentrasi lemon oil 50% (e2), tetapi tidak berbeda nyata dengan konsentrasi lemon oil 60% (e3). Pada formulasi bahan edibile film formulasi 2 (f2) pada konsentrasi lemon oil 40% (e1) berbeda nyata dengan konsentrasi lemon oil 50% (e2) dan konsentrasi lemon oil 60% (e3). Pada formulasi bahan edible film formulasi 3 (f3) pada konsentrasi lemon oil 40% (e1) berbeda nyata dengan konsentrasi lemon oil 50% (e2) dan konsentrasi lemon oil 60% (e3). 
Semakin tinggi konsentrasi gliserol yang ditambahkan maka semakin tinggi nilai kadar air pada edible film, hal ini disebabkan karena gliserol bersifat hidrofilik yang dapat mengikat air sehingga menyebabkan kadar air pada edible film semakin bertambah. 
Pada umumnya penambahan gliserol pada pati dapat meningkatkan nilai kadar air, hal ini disebabkan karena setiap molekul gliserol mengandung 3 gugus hidroksil yang dapat berikatan dengan gugus hidroksil pada amilopektin sehingga dapat melepaskan air. Air yang terlepas akan terperangkap dalam gugus amilopektin. Gugus hidroksil pada amilopektin mempunyai sifat mengikat air yang tinggi (Fennema, 1976). 
Penambahan gliserol dapat meningkatkan kadar air edible film. Hal ini disebabkan karena semakin bertambahnya gugus OH dari gliserol sehingga akan semakin meningkatkan jumlah air yang diikat (Anker, et al. 2009). Gliserol memiliki gugus hidroksil yang dapat membentuk ikatan hidrogen dalam air, dengan demikian pada konsentrasi gliserol tertinggi (30%) menyebabkan ikatan air yang lebih besar dibandingkan dengan penggunaan konsentrasi yang lebih rendah. Gliserol yang ditambahkan dalam suatu produk berfungsi sebagai pengikat air yang mampu meningkatkan kekompakkan ikatan jaringan matriks (ikatan hidrogen) sehingga akan meningkatkan kadar air dari produk (Arvanitoyannis, 1997). 
Sedangkan semakin tinggi konsentrasi lemon oil yang ditambahkan maka semakin menurunkan nilai kadar air atau tidak memberikan pengaruh yang signifikan, hal ini disebabkan karena lemon oil merupakan minyak atsiri yang memiliki sifat tidak larut dalam air melainkan larut dalam pelarut organik, dan mudah menguap pada suhu kamar 250C (Gunther, 1990). 
4.2.3 Respon Mikrobiologi
Respon mikrobiologi yang dilakukan yaitu analisis uji antibakteri atau antimikroba. Antibakteri atau antimikroba merupakan bahan yang dapat membunuh atau menghambat aktivitas mikroorganisme dengan bermacam-macam cara. Uji aktivitas antibakteri pada edible film dilakukan menggunakan metode cakram dengan ditandai adanya zona hambat pada media padat. 
Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode cakram dengan menggunakan bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia coli. bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli  termasuk ke dalam bakteri yang ditemukan pada makanan. Selain itu, pemilihan kedua indikator bakteri tersebut didasarkan pada perbedaan jenisnya, dimana Staphylococcus aureus mewakili bakteri gram positif dan Escherichia coli  mewakili bakteri gram negatif (Fardiaz, 1992). Hasil analisis antimikroba dapat dilihat pada tabel 17. 











Berdasarkan hasil analisis variasi (ANAVA) terhadap antimikroba metode cakram edible film menunjukkan bahwa konsentrasi lemon oil berpengaruh nyata terhadap antimikroba metode cakram.  Hasil uji lanjut terhadap antibakteri edible film dapat dilihat pada Tabel 18 dan Tabel 19.





Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan.





Keterangan: Nilai rata-rata yang ditandai dengan huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf 5% Uji Duncan.
Berdasarkan tabel 18 dan 19 baik yang menggunakan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, menunjukkan bahwa zona hambat secara signifikan meningkat pada tingkat konsentrasi lemon oil 60%, hal ini terjadi karena semakin tinggi jumlah konsentrasi lemon oil yang ditambahkan ke dalam edible film maka akan menyebabkan zona hambat antimikroba semakin tinggi dan semakin tinggi pula aktivitas antibakteri yang dihasilkan hal ini disebabkan karena lemon oil merupakan minyak atsiri yang di dalamnya terdapat suatu senyawa yang dapat menghambat dan membunuh pertumbuhan bakteri.
Dari daya hambat terhadap bakteri uji, lemon oil lebih sensitif terhadap bakteri Staphylococcus aureus dari pada Escherichia coli . Hal ini disebabkan karena perbedaan susunan dinding sel bakteri dimana Escherichia coli mempunyai lapisan dinding sel yang lebih kompleks dibandingkan Staphylococcus aureus (Natheer et al, 2012). 
4.3 Sampel Terpilih 
Sampel terpilih diperoleh dari skor penelitian utama dengan hasil respon fisik mekanik yaitu kuat tarik, elongasi, water solubility dan WVTR, respon kimia yaitu kadar air, serta respon mikrobiologi yaitu uji antimikroba terhadap bakteri Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus.
Berdasarkan hasil skoring dari masing-masing respon dapat diketahui bahwa sampel terpilih dengan skor sebesar 28 yaitu sampel f1e1 dengan formulasi bubur nata + CMC 30%, dan konsentrasi lemon oil 40%. 

KESIMPULAN  DAN  SARAN
Kesimpulan
1.	Berdasarkan hasil penelitian pendahuluan penentuan jenis essential oil dengan menggunakan uji antimikroba metode cakram maka essential oil yang terpilih adalah lemon oil.  
2.	Formulasi bahan edible film berpengaruh terhadap kuat tarik, pemanjangan atau elongasi, water vapour transmission rate WVTR, dan kadar air edible film, namun tidak berpengaruh terhadap water solubility dan antimikroba edible film. 
3.	Konsentrasi lemon oil berpengaruh terhadap water vapour transmission rate (WVTR), kadar air dan antimikroba edible film namun tidak berpengaruh terhadap kuat tarik, pemanjangan atau elongasi dan water solubility edible film. 
4.	Interaksi formulasi bahan edible film dan konsentrasi lemon oil berpengaruh terhadap kadar air edible film namun tidak berpengaruh terhadap water solubility, water vapour transmission rate (WVTR), dan antimikroba edible film.
5.	Formulasi bahan edible film dan konsentrasi lemon oil terpilih yaitu formulasi bahan edible film dengan formulasi bubur nata + CMC 30%, dan konsentrasi lemon oil 40%. 
       Saran
1.	Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai umur simpan dari edible film yang telah ditambahkan essential oil citrus. 
2.	Perlu diperhatikan lagi dalam proses pembuatan edible film yang ditambah lemon oil mengenai suhu pencampuran pada saat di stirrer dan lama pengeringan agar lemon oil yang ditambahkan tidak mudah menguap, sehingga diperoleh edible film yang berkualitas. 
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